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D N A 型 膿 瘍ウ イ ル ス S V 40
1)ま た は ポ リ オ ー マ ウ
イ ル ス
2) に よ り , ト ラ ン ス フ ォ ー ム さ れ た細 胞で . は
じ めて 検出さ れ た ウ イ ル ス 特 異 的細 胞表層抗原 (C ell
Su rfac e(S) a ntige n) は . 非腫 瘍 ウ イ ル ス 一例 え ば ,
麻疹 ウ イ ル ス3), 単純 性 庖 疹 ウ イ ル スq) お よ び ボ ッ ク
ス ウ イ ル ス 5j6)一感染細胞膜 に も同 様 に 誘 導 さ れ る こ と
が , そ の 後明 ら か に さ れ た . か ＼ る S 抗 原 は . 一 般
に , ウ イ ル ス D N A合成以 前 の 感 染 初 期 に 山現 し5 ).
その 生物学的性状 か ら も , ウ イ ル ス 構 成 抗 原 (＼′ir al
(V) a ntige n) や, 多 く の 腫 瘍 ウ イ ル ス 誘導 の T
(tu m o I
･
) 抗原 と も . 明 らか に 区 別 さ れ て い る 2 ). し か
し . そ の 生物学的意 義に 関 す る 知 見 は . か ゝ る S 抗
原が ウ イ ル ス 感 染と 免疫 , 特 に 細 胞 性 免疫 の 成立 に 重
要 な役割 を 果 し て い る と 示唆 さ れ て は い る丁)8)が , ま だ
不 十分と い え よ う .
著者ら は , 先に . い く つ か の 樹立 化 継代 培 養細胞を
用 い , 牛痘 ウ イ ル ス (C O WPO X Vir u s= C P V) の S
抗原産生を . 蛍光抗体 法 で 比 較 検索 中 . こ の S 抗 原
産生 は細胞種 の 違 い に よ り . 著 明 な 差 異 を 示す こ とを
観察し た . し か も , こ の 低 産 生 性細 胞 ( T HEL お よ
び G 2細胞 な ど) に お け る S 抗原 塵 生 が . C P Vの
ト リ プ シ ン 処 理 に よ り有意 に 増 強 さ れ る こ と を認 め た
9)
. さ ら に , パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス : H VJ を 持 続感 染
化し た低産生性 細 胞 に . CP V を 重 感 染 L た場合に も .
同様の 増 強が見 出さ れ . C PV 増 殖 初 期に 必 要 な 細 胞
機能 の H VJ 感 染 に よ る 瓦 進 が . 強 く ノjミ唆 さ れ る に 至
っ た仙
. そ こ で , 著 者は , 前述 S 抗原 の 生 物 学 的意
義解明を考慮 し つ ゝ , H VJ 持続感 染 細 胞 に お け る ,
C P V-S 抗原 産 生増強 の 機 作を . HVJ 野 生 嫌 お よ び
温度感受性変異株持続感 染化 か ら , 以 下の ご とく 追求
T he I三nha n c ed Fo n 11 atio n of Co wl〕O X
(Se ndai V ir u s)-Ca r rie r Ce11s: An alysis of
し た .
実験 材料と方 法
Ⅰ . 使 用細 胞 お よ び培 養条件
T H E L( ハ ム ス ター 肺 由 来) 細胞圧服 - ぉ よ び そ の
H VJ 持続感染細胞 (T H E L一Ii VJ )12)は . す べ て1 0
仔牛血清加 EagLe の MEh/1 に より . VERO ( ア フ
リ カ ミ ド リ ザ ル 腎 由 来) 細 胞
13 )
ぉ よ び そ の H VJ 持続
感染細胞 (V E R OMH VJ )は , Eagle の M E M に 2
%仔牛血清を 加 え て 培 養さ れ た . こ れ らの 培 養 に は ,
通常350c . 実験に よ り320 な い し370C が用 い ら れた .
Ⅱ . ウイ ル ス
1 . c o wpo x viru S(C P V): l.B R株 を V E RO
細胞で 増殖さ せ , 部分精製ま た は . Joklik の 方法14 )
に 従 い . s u c r o s e密 度 勾配 遠JL､に よ り . 高度精 製 し
て 用 い ら れ た . こ れ ら は . ウ イ ル ス 凝集 を な くす 目 的
で , 使用 直前 に 短 時間音 波処 理 さ れ た .
2 . H VJ (Se ndai vir u sま た は Ile mag glu tin aL-
ing Vir u s of JapaIl): 発育 鶏胎 児 (1()日卵) 継 代
(37
0
c) 名古屋-1-6 0株 を l-Ilリ 野生 株 (fl＼り 0)
と して 用 い た . 温 度感 受 性 (ts) 変異株 は , ト川
r
J 持
続感染 T t-1E L細胞 ( TⅢ二L lVJ) を 音波処 理(30ワ
･
ソ ト , 60抄 , Bl-a11 S O 【1 S ()Il=ieり し , そ の5,U(川 国
転 - 15分遠心 ヒ清 を抽 出 ts 変 果株 (l爪′｣l〕it s) と L
て月】い た . さ ら に , 抽出 ts 変 毘株 を 発育 鶏胎 児 ( 8
日卵) で 3代 以 上低 温 (ニ〕2
0
c) 継 代Lて 仁 卯 馴 化 ts
変晃 株 (HVJpits E ) と した .
Ⅲ . ウ イ ル ス の 感 染価 測定
1 . C P Vの 感染 価 は , す べ て V E 目し)細 胞 巨. の
plaqu e a s s ay
g) 川 に よ り . Ⅰ)FU しPl叫 u e rO rnlitlg
V ir u s-Specific Cell SしけfLIC eAntige n in 11 VJ
the Enha n cing Mecha nislllby lnfectio n with
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u nit) と して 測定さ れ た .
2 ･ H VJ の 感染価測定は , Ka shiw a z aki ら の 方
法.5)に より , V E R O細胞 上 の CIU (C eu infe cti｡ u S
u nit) で 表示さ れ た .
Ⅳ . 抗 C P V血清
高度免疫抗 C P V血清 は Ueda ら の 方法5)に 従 い
家兎で 作製 さ れ , 中和抗体価 1 : 5,000倍以 上 の 血清
が蛍光抗体液作製 に 用 い られ た .
Ⅴ . 蛍光抗体 (FA) 法
上記 , 高度免疫抗 C P V血清か ら , 粗γ-グ ロ ブ リ ン
分画を調整 し , こ れ に 浜島らの 方法-8)に 従 っ て , 蛍 光
色素 (F汀C) ガ ラ ベ ル さ れ . 蛍光抗体液 と し て 使 用
さ叫た ･ S 抗原の 検出に は . カ バ ー ス リ ッ プ 上 に 培
養 し た 細胞に , CytO Sin e a r ab in o side (C A) (2 0
FLg/ml) の 存 在下で ウ イ ル ス を 感染 (5pfu/c ell) さ
せ ･ 未固定で 染色し た5)川). Ⅴ 抗原 は . CA 非 存在下
で ウ イ ル ス を 感染 さ せ , ア セ ト ン 固定後染色さ れ た5).
S ま た は Ⅴ抗原陽性細胞数の 測 定 は , 500個 以 上 の
細胞を カ ウ ン ト して , それ ぞ れ 細胞膜 に 典型 的環状蛍
光(S 抗原) を有す る細胞数 . ま た は 細胞質 に 蛍光
(Ⅴ 抗原) の み られ る 細胞数を数え , 各 々 の パ ー セ
ン ト (%) で 表わ した .
Ⅵ . 細胞粗抽出液 の作製
Ro u xび ん で 単層培養 した 各種細胞 を , E D T Aと
少量の プ ロ ナ ー ゼ で は が し , Eagle の M E Mに 浮 遊
(4.4×107個細胞/ml) し た . こ れ ら細胞浮遊液 を音
波処理 (30ワ ッ ト 60秒) し て 破壊 し . こ れ を 細胞 の
粗抽出液 と し た . こ れ ら細胞粗抽出液 は , ラ イ ソ ゾ ー
ム 由来の 粗酵素液 と して , ∫門 口 か 0 で の C P Vの
外膿 (o ute r m e mbr a n e) 脱穀 (u n c o ating) 活性 測
定実験 に 用 い ら れた .
Ⅶ . 細胞分 画法
Allis o n らの 方法m に 基 づ い て 行 わ れ た . 1.5 ～
2･0× 1 08個 細胞 を , 低 韻 Gey の 溶液 で 処 理 後 .
0･125 Ms u c r o se溶液 (0.01 Mphosphate buffe r,
pH8.5 に 溶解) 中に 浮遊 して . テ フ ロ ン の ホ モ ジ ナ
イ ザ 一 に よ り90 %以上 の 細胞 が裸核 に な る まで ホ モ ジ
ナ イ ズし た ･ こ の ホ モ ジ ネ ー トの (2, 0 0 0g . 1 5分)
遠心上清 は さ ら に . (12,00地 , 6 0分) 再遠 心 し て ,
上漕と沈査 に 分別 さ れ た . 2,000g遠心 沈 査 は ｢核 と
砕片｣ 分軋 12,800g再遠心 沈 査 は ｢ラ イ ソ ゾ ー ム ｣
分画, さ ら に , その 上清 は ｢ 上清｣ 分画 と さ れ た .
｢核と砕片｣ お よ び ｢ラ イ ソ ゾ ー ム｣ 分画は , 使用直
前 に音波処理 (30ワ ッ ト . 40 秒) さ れ, ｢上清｣ 分画
も含 めて , 酵素活性な い し. C P V外膿 の 脱殻活性 の
測定 に 使用さ れ た .
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Ⅷ . ラ イ ソ ゾ ー ム 酵素活性の 測定
上碍 (Ⅵ , Ⅶ) の 方法 で 得ら れ た , 細胞 粗 抽‡lモ液
と細胞各分画 は酵素 液 と し て . 各酵素 反 応 の 至 適濃度
で用 い ら れ た . pr ote a s eお よ び β-･glu c u r o nida s e
活性 は , A lliso nら の 方法】了) に よ り , a Cid pho spha-
ta s e 活性 は . Be s s ey ら の 方法18)に 従 っ て 測 定さ
れ た . こ れ ら の 酵素活性 は , い ず れ も細胞当りで 表示
さ れ た .
Ⅸ . 赤血球吸 着 (H A D) 法
H VJ 持続感染細胞に お け る H VJ 遺伝子 発 現 の 示
標 と し て , H A D陽性細胞数を 測 定し た . 350C ない し
37
0cで72時間ま ば ら に 単 層培 養 さ れ た H VJ 持続感
染細胞 を , リ ン 酸緩衝化食塩水 , PH 7.2(P B S) で 一
回洗浄後 , こ れ に , 0 .3% モ ル モ ッ ト赤血球浮遊 液 を
加え た ･ 30分 間, 4
0
cで 放 置 後 . P BS で 末 吸 着血球
を洗 い 去り , 総計 . 500個以 上 の 細胞 を数 え . そ の 中
の 血球吸着陽性細胞数の 割合 を % で 表示 し た .
そ の 他必 要 な実験方法 は . 各項目 で ふ れ る こ と に す
る .
実 験 成 績
Ⅰ . H VJ 持続感染細胞 へ の CPV 重感染 によ る
C P V-S 抗原 産生 の増強
1 ■ H VJ 持続感染細胞 に お ける CPV-S 抗原産生
増強効果
まず , T H E Lお よ び V E R O細胞 と こ れ ら の HV J
持続感染細胞 に C P Vを 感染し , 経時的に C P V-S
抗原陽性細胞数 の 変化 を測定 し た(Fig. 1 (a t b) ). そ
の 結果 , T H E L細胞 で は , そ の 産生 が き わ めて 低 く ,
G2 (ヒ ト骨 巨細胞 腫 由来) 細胞 柑) と 同じく C P V-S
抗原低産生性細胞 で あ っ た . こ れ ら に 比 べ る と ,
HeLa (ヒ ト子宮癌由来) 細胞20) な ど 多 く の 細胞 は ,
V E R O細胞と同様 に C P V-S 抗原 高産生性細胞 で あ
っ た
9)10)
. か ゝ る S 抗原低産生性細胞 (T H EL, G 2)
で は . C P Vの M OI(m ultiplicity of infe ctio n)
を あ げ て も , S 抗原産生 に は 特 に 増 強 は な か っ た .
一 方 . S 抗 原低産生性細胞 を 持続 感 染 化 さ せ る と ,
そ こ で の C P V岬S 抗原 産生増強 は , 特 に T H E Lの
H VJ 持続感染細胞 (T H E し H VJ)に お い て 著明 で あ
っ た (Fig. 1 (a)). さ ら に , C P V-V 抗原 の 産 生
も , T H E L細胞 で は V E R O細胞 よ り低 く . そ の
H VJ 持続感染化で . S 抗原と 同様 に . 著し く増強さ
れ た .
と こ ろ で t CPV-S 抗原 産生 に 増強が 認 め ら れ た
T H E L- H VJ 細胞は , HVJ 野生 株 (H VJo) 感染 に よ




































H VJ 持続感染イヒに よ る C OWpO X Vim s の S 抗原塵生増強
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
丁うnl e afte r CP〉 jnfe ct jo nいtr)
Fig. 1. S- a ntigen fo r m atio nin T H EL, V E R Oa nd their H VJ-C a r rie r
C ells infe cted with CP V, 5pfu/C ell.
(a) c上山…Ⅷり C , T H E Lcells; ⑳ - ･ ･ ･=◎ , T H E L- HVJ cells .
( b) (二)一一一○ , V E R Oce11s; ⑳ ‥ - " ･ ⑳ , V E R O- H VJ c ells.
Table l. Relatio n ship betw e e nestablishm ent of persiste ntinfe ctio n wi th
H VJ wildty pe o rts - m uta nt a nd S- a ntige n fo r m atio n by C P Vs upe rinfe cted.
5pfu/c ell
a)Obs e r v at io n at 8 hr s after C PV infe ctio n. b)m oi = l.O ciu/Cell. c)Av e r age of 5e xpe rim e nts .
HVL10 , Wi ldtype; HVJpi ts , tS m uta nt e Xt r a Cted fr o mTH EトrlVJ; 11V Jpits･ t , tS m uta nt Pa S S aged in
dev elopl ng Chうck e nlbr)′O S.
6年 を経 , 現在 こ の 細 胞より 検 出 さ れ る H VJ は す べ
て . 370C以 上で は増 殖 し 得 な い , 温 度 感受性 (ts) 変
異株で あ る こ と が最 近 明 らか に さ れ た2 ‖.
こ の 事実か ら , 上述の C P V- S 抗 原 産 生増強 は ,
持続感染化に よ り . あ る特殊 な細胞 の 選 択さ れ た 結
果 , も た らさ れ て い る 可能性が 生 じた .
2 . H VJ 持続感染成立過 程 に お け る CP V-S 抗 原
産生能
そ こ で . こ の 可能 性を 否定 す る た め , 新た に H VJ
117
持続感染化を計 り . その 成立 過 程 で の 検討 を 試 み た .
そ の ため に , H VJo , お よ び ts 変 異株 (H VJp = s .
H VJpits∬E) を t 新た に T HEL 細 胞に 持続 感染化 さ
せ , 継代代数毎に 規細胞と 比 較 し て , CP V S抗原 産
生能を検討し た(Tablel).
その 結果 . H VJpits ま た は Ⅰ-rIVJpits E感染 T H E L
細胞 は . 感染後 は と ん ど C P E( 細 胞変性効 果) をホ
さず . H A D お よ び抗 H VJ 血清に よ る FA 陽性細
胞数 は90%以 上認め ら れ た . ま た , こ の 性質 は 細胞 の
118
継代に よ っ て も変化 な く , tS 変異 株 に よ る 持 続感染
化 は感染後直 ちに 成立 し た と 考え ら れ た ･ か ゝ る持続
感染成立細胞 に お ける CP V一-S 抗原 産 生 は ･ 感 染 後
絶代 2代 の 細胞で す で に 有意 に 増 強さ れ , 継代10代以
降の 細胞 で は , 従来 の 持続感染細胞 (T H E L-H V J )
に み ら れ る増強率 と ほ ゞ 一 致 し た .
一 方 . H VJo 感染 T H E L細胞 は . 感染直後の 軽度
の C P E と∴縫代 8代 に 出現 し た 著名な C PE を 経 て .
残存細胞の 総代 に よ り , 持続 感 染が漸 く 成立し た ･ し
か し . 成立直後の 継代1 0代頃の 細胞で は , C P V-S 抗
原産生 は逆 に 親細胞 より 低 く(抑制)･ 継代2 0代 の 細
胞で 漸こ増強 に 転 じ た . しか し なが ら , こ の 頃の 持続
感染細胞内の RVJo は . ヘ ム ア グ ル チ エ ン 産 生 の 温
度感受性
22)か らみ る と , す で に 約45 %が ts 変異株化
して い ると 考え ら れ た .
こ れ らの 結果 か ら , H VJ 持続感染細胞 に お け る
CP V-S 抗原産生の 増強 ほ , T H E L細胞中の 特殊 な細
胞(C PV-S 抗原産生が高率) の 選 択的持続感染 に よ
るも の で は な く . ま た , S 抗原 産 生 の 確 実 な 増強 に
は , 持続感染細胞内の H VJ が殆 ど ts 変異抹 と し て
存在す る必 要性 を示唆 して い る ･
3 . CP V-S 抗原産生能 へ の H V J持続感染 細胞培
養温度効 果
中
前記 の 方法 で . 新た に 樹立 化し た 各種 H VJ 持続感
染細胞 を , tS 変晃 株遺 伝子機能の Pe r mis siv e な
3 2
O
c ま た は n o n per mis siv e な37
Qcで , そ れ ぞ れ
7 2時間培養後 ,3 5
0
Cに お け る C P V
-S 抗原産生を親
胞と比較 した . こ ゝ で t V E R O 細胞 は高 産 生性細胞
と して 比較の た め , 以 後 の 実 験 に 用 い ら れ た .
Table2 に 示 さ れ た よ う に . 32
OC培 養後 の 持続感染
細胞 に お け る C P V→S 抗原産生 は , 規(T H E L) 細胞 の
約 2 ～ 2.7倍 に い ず れ も 増強さ れ た . こ れに 比 べ て ,37
o
c培 養後の ts 変異 株持続感染細胞 (r H E し H VJ.
THE L(H VJpits) お よ び T H E L(H VJpits-E)) の
H AD 陽性細胞数は い ず れ も 1 % 以 下に 低 下 し , 同
時 に , 320C培養細胞 で 認 め ら れ たS 抗原産生増強能
は , す べ て 消失 し て 親細胞の レ ベ ル に な っ た . しか し
なが ら . 37
0C培 養後 の 野 生株樹 立化持 続感 染細 胞
(T H E L ( H V Jo)N38)の H A D陽 性細 胞 数は , なお依 然
と し て 約半数 が陽性 で . 持続 感 染細 胞内の H VJ の 約
半数 は , 未だ ts 変質 化 して い な い 野生株の ま ゝ と 考
え ら れ た , し か も . か ゝ る T H E L(H VJo)-38 細胞
の37
0
C培養後 . 重感染 し た C P Vの S 抗原産生 に は
殆 ど増強が 認 め られ なか っ た . さ ら に , 本 来 , S 抗
原産生 の 高 い V E R O細胞で は , こ の 培 養温 度効 果 は
全 く み ら れ な か っ た .
Table 2. Effedtof c ultu r ete mperature of T H E La nd its
H VJ- C a rrie r c ells o nS- antige n fo r m atio n by CP V
S uperinfected
a)O bse rvat ion aft er 8 hrs at 35 ℃ in c el ls infe cted o r supe rinfected
wi th C PV, 5 pfu/Cell. b)Cul tur ed for 72 hr s befor e C PV infe ctio n･
†1A Dposi tive c el ls , Cul tu re at 3 2
CC : al l H V･J- Ca r rier c ells >90 %
c ul tu re at 3 7
Oc : TH EL(=VJo) cell= 45 繋
othe rHV J-C ar rie r c el lsくl 鴛
H VJ 持続感染化 に よる C O WPO X Viru sの S抗原 産生増強
か く して , H VJ 遺 伝 子 機能 が370Cで Pe r mis siv e
な 野生 株 と し て 約 半数細胞 内に 存在す る持続感染細
胞で は . H VJo pe r missiv e な37
Q
C培 養で , C P V-S
抗原産生増強能 が 失 わ れ る こ と , お よ ぴ3 2
0
Cで
per mis siv e な ts 変異株が 主 に 存 在す る持続感染細
胞を Pe r mis siv e な温 度で 培 養 した 時に の み , 増 強
が著明 で あ る こ と か ら , C P V-S 抗原産生増強 の 機作
は , 主 と し て t ts 変異株遺 伝 子 機能 に よ る こ と が 大
き い と 考え ざ る を 得な か っ た .
Ⅱ . C P Vの u n c o atin g( 脱殻) の 問 題
1 . T H E L お よびそ の H VJ 持続感染細胞 に お け
る C P V増殖初期 パ タ ー ン の 比 較
一 般 に , T H E L細胞 へ の C P V 吸着率 は V E R O
細胞 に 比 べ ると 低か っ た が , H VJ 持続感染化 に よ り .
そ の 吸着率が 有意 に 上昇 す る こ と は な か っ た . 一 方 .
各種持続感染細胞内C P Vの 産 生 は , C P V感染後 8時
間に お い て す で に 規細胞 に 比 べ , 著し く 増強 さ れ た .
こ れ ら の 実験成績 を考 え ると , H VJ 持続感染細胞 に
おけ る S 抗原 産生 の 増強 は . 特 に , 細胞内 H VJ 遺
伝子機能 に よ る C P V初期増殖の 促 進に 由 来す ると 予



































続感染細胞の 両者に C P Vを 感 染 ま た は重感染 さ せ .
細胞内 CP V感染価 の 経時的変化を 測定 し, C P V増
殖の 初期 パ タ ー ン を 相互 に 比 較検討 し た . こ の 実験
は , す べ て の ウ イ ル ス と 同じ く , 吸 着侵 入 した細胞内
C P Vの 外股 (outer m e mbl
･
a n e) が, 脱殻 (u n c o a･
ting) さ れ る と, 感敵性 の孝剣11で き な い e clips e
pha s e( 暗黒期)に 入 る23) こ と に 基づ い て い る .
そ の 結果 , Fig. 2 に み られ る よう に , S 抗 原低産
生性親細胞(T H E L) に お い て は . 吸着侵入 した 感染
CPV が感染2時間迄著 しく 細胞内に 蓄積 し, そ の 有意
の 低下 t す な わ ち e clips e pha s eの 出現 は, 他 の す
べ て の 細胞に お け る もの よ り . きわ め て 遅か っ た . 一
方 . こ の パ タ ー ン に 比 べ , S 抗原高産生性 VE R O細
胞お よ ぴ , S 抗原産生が増強さ れ た各種 H VJ 持続
感染細胞で は , 感染性 CP Vの 蓄積が 極めて 少く 速や
か に 低下 して . 若 干 の 差 はあ る もの の . 吸着侵 入 C PV
は . 直ち に 脱殻 さ れ る こ と を 示 して い た . さ ら に ,
C P V感染後 6時間の 比較 で も粗細胞で は､ 他 の 細胞
と 異な り . o n e step の 増 殖 開始がみ ら れ ぬ と い う
差 を 認め た .
2 . 細胞粗抽出液 (C P V外 股脱穀酵素含有) と
0 0. 5 1. 0 1. 5 2. n 3 , 〔 4 . 0 5 . [ 6 , q
T う【Iほ dF te †{ C P 〉 †nfe ct lo n (Hr)
Fig. 2, Infe ctivity of intr a c ellula r vir u s at
infe ctio n with CP V, 5pfu/C ell.
◎1uW･〟M⑳ , T H E L; △･-･岬-△ , T HE L- H VJ;
しつ､rY."山山○ , T H E L(H VJpits -E); □w-】dr],
V ir u s-infected cells w e r e w a shed.twic e
a nti-S e ru m(1:1 00) befor etre atm e nt in
diffe re nt stage s afte r
△ … ･ ･ - A , T H E L(HVJ pits);
T H E L(H VJo)-30; 駈 ･--" 一 同 , V E R Oc e11s･
with M E Mc o ntaining viru s
s o nifie r
120
C P V との 反応
一 般 に , pO X Vir u sの 外股脱殻 ほ . 宿主 細胞既存
の 酵素 (u ncoating e n zy m e) に よ っ て 行 わ れ る
2 3)
と さ れ て い る . こ れ より . 前述 の 規細胞 とそ の H VJ
持続感染細臥 さ ら に V E R O細胞 に お け る C PV 増
殖初期の パ タ ー ン の 差異 一 特 に e clips e pha s e出
現の 差 - は , 各細胞既存 の 外膿脱穀酵素活性 の 逢 い に
由来す る可能性が考え られ た . そ こ で , 各細 胞の 粗抽
出液 と高度精製 C P V と を反応 さ せ ･ わ7 U汀 和
一で の
CP V脱殻効率 (感染価低下活性) を 比 較測定 した ･
そ の 結果 (Table3), 多 く の 場合 , 反応120分迄
CP V 感染価 は反 っ て 上昇 した . す な わ ち , 親細胞粗抽
出液と C P V との 反応 で は , 20分 よ り 感染価 は上昇 し
始 め . 30分 で 最高 に 達 し , 以 後そ の 上昇率 は少 くな っ
た が , 反応120分で も な お 若干 認 め ら れ た . こ れ に 対
し , V E R O細胞粗抽出液 と反 応 さ せ ると , 感 染価上
昇 の 最高値 はすで に10分で 生 じ . 以後 丁臼E L細胞 に
比 べ る と著明 に 低下 して い っ た . こ れ ら脱穀の 進行過
程で 一 反 っ て 感染価 が上昇す る と い う こ と は , 部分的
な或 る未完成な脱穀状態 の CP V が 生 じため で 一 着
者 らが 先 に 報告 した
9) c p vの 至適 ト リ プ シ ン 処 理 効
果と甚 だ近 い と い え よ う ･ な お こ の 問題 に 関 し て は ･
申
後に N P-40処理 C PV と して も 論 じ ら れ る で あ ろ
う .
一 方 , tS 変異 株持続感染細 胞 粗抽出液 と C P Vと
の 反応 で は , 上述 の 親細胞に 比 し て 反応 が さ ら に 促進
さ れ , 10 ない し20分で 感染価は 最 高に 上 昇し た . さ ら
に , 興 味あ る こ と に は , 持続感 染 H VJ の ほ と ん ど
が , 野生株の T H E L(H VJo) 継代13代抽出液 と の 反
応で は , そ の 感染価上昇 低 下 パ タ ー ン は , 規細胞と は
と ん ど同 じで あ っ た . し か し な が ら , 持続感染細胞内
HVJ の 約90% が ts 変異株化 し て い る継代42代細
胞抽出液 と の 反応 で は , 上 述の ごと く , 反応20分で 最
高 に 上昇 し , 以 後の 上昇低下 は規細胞よ り も 1s 変 異
株持続感染細胞 の パ タ ー ン に 近 か っ た ･ ち な み に ･ 持
続 感染細胞内含有 H V J粒 子 自身ま たは H VJ 粒子 含
有 の ノ イ ラ ミ ニ デ ー ス が . かか る C P Vの 感染価を 上
昇低下 さ せ る 可 能性 は , 対 照 実 験
刷 で 完全に 否定さ
れ た .
同様 の 実験を . ts 変 異 株遺 伝 子 発 現 の n o n pe r-
mis siv e な , 37
0
Cで72時間培養各細胞よ り の 粗 抽山
液 を用 い て 行 っ た .
そ の 結果は , Table2 に お け る37
O
C培養後の C P V-
S 抗原産生増強 へ の 培養 温 度 効 果 の 場 合 と 同 じ く t
Table 3. Infe ctivity of CP Vin c ubated withc elle xtracts
fro m T HE Land its H VJ-C a r rier cells c ultu red at 35℃
% infe ct ivity of C P V in c ubated for
Cel l extr acts
口 1 0 20 3 0 6 0 1 2 0mうn
M EM(co ntrol) l CO 100 1001 91 93 7g
THEL
丁目EL- H V J
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s ;･1E(･1, SOnicatio n a t3Cv/for l min ･
川D posi tive cells after cul tivat ion at 35 ℃こ a1 1 = Ⅶ
-
Carrie r c ells> 9 0 乞･
Highly pu rif ied C PV(一 x 1 0
7
pfu/ml) uas incubat edvJith equa一 vo-u m eof cellext
r acts
for indicated period a t37
く【 .
HVJ持続感染化 に よ る C O WpO X viru Sの S抗原 産 生増強
各種持続感染細胞粗抽出液 の 亮引生は , い ず れ も 親細胞
粗抽出液 の 示す 活性 に 低 下し , 培 養温 度効 果 が認 め ら
れ た . こ れ ら より , C P V感染価 上 昇低 下 (脱殻) 徳
性は , 持続感染細胞上 で の H VJ. 特 に ts 変 異 株 の
遺伝子機能発現 と明 らか に 相 関 し て い た .
3. No nidet P岬40(N P-40) と C P Vとの 反 応
一 人工 的脱穀の モ デ ル 実験 .
上述 の ごと 垂 , 各細胞粗抽出液と C P Vと の 反応
( 脱殻)過 程 に 認 め ら れ た C P V感染価上昇 の 機作を解
析す る目的で . さ ら に C P V を dete rge nt : N P-40
と 反応 させ , 人工 的脱穀の モ デ ル 実験 を試 み た . こ れ
は. NP山40が po x vir u sの 外膿を 分解 し . 徐 々
に CO r eを露出す る2り , い わ ば f乃 Uか 0 で 外股
の
"
u n c o ating
''
を 行う作用 の あ る こ と に 基 づ い て
行わ れ た .
そ の 結果 を Fig. 3 に 示 した . 最 終濃度0.1 % N P-40
は , CP V の 感染価 を反 応10分で す で に . 10 0分 の 1
以 下に 低 下 させ た が . 0.01 % およ び 0.001% N P-4 0
は , 10 ない し20分 で い っ たん C P Vの 感染価 を上昇さ
せ , そ れ以 後 の 反 応 で 感染価を 低 下さ せ た . こ の 結果
は. C P Vの 外膜が N Ph-40に よ っ て , あ る 程 度 以 上
に 分解 さ れ る と , C P V粒子 は 宿 主 細 胞 に も は や 吸 着


























ウ ィ ル ス粒子 は . む し ろ . 感 染細胞内で 脱穀さ れ易 く
な り . そ の た め 感染価 が 上 昇 す ると 解 さ れ た . そ れ
故 , 前述の 各細胞 粗抽出液 と の 反応に よ っ て も たらさ
れ た C P Vの 感染価上昇な い し低 下 は, 至 過渡度 の
N P-40 と の 反応 に み られ た パ タ ー ン と 全く 同 一 の 機
作 に よ る も の と 考え ら れた .
以 上 , 1 ～ 3 の 結果 より . T H E L細胞で は , C P V
脱殻の 第1 の ス テ ー ジ で あ る 外膜の 睨好3)に 必要 な細
胞塊能が . S 抗原 高産生性 V E R O細胞 に 比 べ る と .
非能率的で あ っ た が , 持続感 染 ts 変異株の 遺伝子 発
現 に よ り , 細 胞内 C P Vの 脱 穀機青削ま, 有意に 促 進さ
れ ると 考え ら れ る .
Ⅲ . C P V外膜 の 脱穀活性本態の 解析
こ れ ま で み て き た H VJ 持続感染細胞 上で の C P V･S
抗原産生増強 は, 細胞 内 H V Jts 変異 株 に よ る 細胞
機能の 冗進 ≡ す な わ ち , C P Vの 外膜脱穀 を促進 す る
こ と に 基づ い て い る こ とが . 卜述の 段階まで で 明 らか
に さ れ た . そ れ 故. C P Vの 外躁脱穀活性 の 本態 は何
で ある か の 追求を 次に 試 み た . そ の た め , A【lis o n
ら の 方法l‖ に より . ラ イ ソ ゾ ー ム に 焦点 を合 わ せ て ,
T H E Lお よ び T H E L(H VJpits-E) 細胞の 分画 を作
り . 各細胞分画 と C P V とを 反応させ て み た .
そ の 結果 (F ig.4(a . b ) , 親細 胞お よ び H VJ 持
0 10 20 3 0
In c uba tjo n p e rjod (トl†∩)
Fig. 3. E ffe ct of No nidet P-40(N P-40) on CP V infe ctivity.
H ighly purified CP V(1×1 07 pfu/ml) w a sin c ubated with equ al
V Olu me of M E M(c o ntr ol)(鞍)a nd N P-40at fin al c o n c e ntratio n of
O. 1(○),0. 01(◎) a nd O. 001% (息)fo rindic ated pe riods at 37℃.
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続感染 T H E L細胞由来の い ず れ で も , 前述 (Ⅱ) に
み られ た よう な C P V感染価の 上 昇 低 下 は , ｢核と砕
片｣ お よ び ｢上清｣ 分画 に 比 べ , ｢ラ イ ソ ゾ ー ム｣ 分
画 との 反応に お い て , 最 も著明 に 認 め ら れ た . さ ら
に , 親細胞と 日VJ 持続感染細胞 との 比 較で は . 後者
の ｢ラ イ ソ ゾ ー ム ｣ 分画 の 活性 (感染価 の 上 昇お よ び
低下度) が , や ゝ 強 い 傾 向を 示 し た . こ れ より , C P V
の 外股脱穀 は , 主 と して ラ イ ソ ゾ ー ム 由来 の 酵 素作
用 に よ る と考え られ た .
Ⅳ . E V J持続感染細胞内の ラ イ ソ ゾ ー ム 酵素活性
1. H VJ持続感染化 に よ る ラ イ ソ ゾ ー ム 酵素活性
の 増強
上述 の 猪突験で t C P V外膿 の 脱殻 に は宿 主 細胞 の
ライ ソ ゾ ー ム 酵素が , 重要 な役割 を果 して い る こ と が
示唆さ れ た . そ れ故 . C P V･S 抗原産生 の 増強さ れ た
H VJ 持続感染細胞 で は , 当然 ラ イ ソ ゾ ー ム 酵 素 活性
も増強さ れ て い る と考 え ら れ る . そ こ で , 親細胞 およ
び各種 H VJ 持続感染T H E L細胞 に お け る , ラ イ ソ
ゾ ー ム 由 来 酵素 : a Cid pho sphatas e, pr Ote a S e
お よ ぴ β･ glu c u r o nida s eの (全活性 /細胞) を 比
較測定 した . な お . pr otea s e活性 は, T H E L細胞
で は , pH5.0 とpH8.0 ～ 9.0 の こ 点 が 至 適 pH を示
し, V E R O細胞で は , PH 4.0 が 至適 pH で あ っ た .
中
酵素活性測定 に は , 35
0
c 2 日培養後 , ほ ゞ m o n o_
laye r､ の 完成 し た細胞を 用 い た .
そ の 結果 を Table4 に 示 した . ts 変異 株持続感染細
胞 で は , 持続 感染 成立 直後の 細胞 (継代2代) で す で
に , 親細胞 に 比 べ る と 各酵素徳性 はい ず れ も 上昇傾向
が詰 め ら れ た . しか しな が ら . S 抗 原 産 生 が 規細胞
よ り逆 に 低下 した H VJo 持 続感染成立直後 の 細胞
(継代9 代)で は , ラ イ ソ ゾ ー ム 酵 素 活性 も 同 様 に 低
く , S 抗原産生が増強 に 転 じ た頃 の 細胞 (継代1 8代)
で は, す べ て の 酵素活性 は増強さ れて い た .
か く して , H VJ 持続感染成立に 伴う , ラ イ ソ ゾ ー
ム 酵素活性の 増強 と , C P V外 膜脱 穀 の 促 進 , さ ら に .
S 抗原産生増強 の 動 き に は . は ゞ 比 例関係が 認 め ら
れ た .
2. ラ イ ソ ゾ ー ム 分画 処理 C P Vに よ る S 抗原 産
生増強
前記 , ラ イ ソ ゾ ー ム 分 画と の 反応後 . 感染価上昇 の
み られ た C P V は, 無処 理 C P Vに 比 べ , 細胞 内で 脱
穀 され 易 く , か ゝ る 反 応 (処 理) 後の ウ ィ ル ス 感 染
T H E L細胞 の , S 抗 原 産生は 当然増強が期待さ れ た .
そ れ故 . こ の 点 を 追求 し , S 抗原 産生 増 強 と C P V
脱穀 の 促進 , さ ら に , ラ イ ソ ゾ ー ム 酵素 活性 の 増強と
の 関係 を よ り 確実に せ ん とし た . す な わ ち . CP V外
0 10 2 0 30 6 0 12 0 0 1 0 2 0 3 0 6 0
In c ubat うo n p e rう od (M うn)
Fig. 4. Infectivity of CPV incubated withn u clei a nd debris, 1ys o s o m al
a nd s upe r n ata nt fra ctio n sprepa r ed fr o m(a) T H E La nd(b) T H E L
(H VJ pits-E) c ells .
H ighly pu rified CP V(1× 107 pfu/ml) w a sin c ubated with equ al
v olu me(1. 4m g pr ot ein)of n u clei and debris(○ - - - --- ○),1ys o s o m al
(◎ 榊 ◎),Supe mata nt(ム ー A)and s u c r o s e(co ntrol)(囚･ " --‥ 隠)
fraction sfor indic ated pe riods at 37℃ .
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膜脱穀活性 (ラ イ ソ ゾ
ー ム 酵素活性) の 増強さ れ た
T HE L(H VJpits,E) 細胞 由来 ラ イ ソ ゾ ー ム 分画 と ,
種々 の 時間 i乃 Uけr o で 反応 さ せ た C P V を, そ れ
ぞ れ T H E L細胞に 感染 (処理前 の 感染価 で . 5pfu
/C ell) さ せ , 感染 8時間の S 抗原 産 生 を みた .










た C P Vの 感染価は . 反 応10 分で 対照 (s u c r o s e) に
比 べ , 約40 % 上 昇 し, 30分以 後 , 次第 に 低下 して . 前
述 の 結果 (Fig. 4(b))と ほ ゞ 同 様 で あ っ た (Fi g. 5
(a)). ～ 方 , 1 0分間 反 応させ た CP Vの TfiE L細胞
へ の 感染 は , 無処 理 C P V 感染 に 比 べ , CP V一¶S 抗原
産生 を . 約55 %増強さ せ , 30分以上 反応 さ せ た もの で
Table 4. Lys o s o m al e n zym e a ctivitie s of T H E La nd its
H VJ-C a r rier c ells
a)pM p
-
ni tr ophe n ol/0･5 hr′8 x lO
5
c ells ･ b)pM tyr o sine/hr/8x 1 0
6
c e11s ･
c)yM phen oIphthalein/hr/8 x 1 0
6
c e11s ･ *･1v e r age of 3 di f fe r r e nt e xpe rim e nt 5






























12 0 0 10 2 0 30 60
Tr e a tnle n t Pe rう od(Mj n) o fC P〉
Fig. 5. Effe ct of tre atm e nt of C P Vwith lys o s o m al fr a ctio llfr o mT H E L
(H VJpits ･E) c ells o n(a)infe ctivity a lld(b)S- a ntige n fo l
･
m atio nin
T H E Lc ells.
V iru sinfe ctio nfo rS-a ntigen fo r mation :5pfu/c ell(infe ctivity befo r e
tre atm e nt). ◎ト Wー --◎ , tre ated･with lys o s o m al fr a ctio n; 固-- … 一 団 , tre ated
Wit hs u c r o s e(c o ntr ol).
12〔)
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は 次第 に 低下減少 し , 感染価 上 昇低下 パ タ ー ン と 似て
い た (Fig. 5(b)). か く て , ラ イ ソ ゾ ー ム 分 画処 理
CP Vに よ る感染価 の 上 昇 低下 (胱殻活性の 強さ) と
S 抗原産生 の 増減 と は , は ゞ 比 例 して い た .
Ⅴ . C P V-S 抗原産生 と C P V初期 m e s$ e ng即
R N A(m
- R N A) お よ び初期窒白合成の 関係 .
次 に . 上述の H VJ 持続感染細胞 に お け る C PVrS
抗原産生増強 に 閲 し . 一 つ の 見方 と し て t S 抗 原 の
本態 の 面 より 追求 した . 一 般 に . po x vir u sの S
抗原 は . ウ ィ ル ス 脱殻後に 合成 さ れ る 初期 m-R N A
に よ っ て コ ー ドさ れ , ウ ィ ル ス D N A合成以 前 に 形
成さ れ る初期蛋白で あ ると 考え られ て い る
5)
. そ こ で .
HVJ 持続感染細胞に お ける C P V外膜の 脱殻促進が ,
引き 続い て S 抗原合成 に 必 要な , 初期 m-R N A お
よび 初期蛋白(S 抗原) 合成の 促 進 に つ な が る か ど
う か を 次に 検討 し た . す なわ ち . C P V感染前 ま た は
感染後 , 種々 の 時 間 に a ctin o mycin D (ActD) ま
た は Pu r O myCin (Pu r o) を添 加 し . こ れ ら の 薬剤
存在下で , CP V感染8時間後 の S 抗 原 の 合 成 を み
た . ActDI Pu r oの 使用 濃度 は , そ れぞ れ 使用 細胞
の R N A お よび空白合成阻害 に 必 要十分 で , か つ 形
態学的障害 の 認 め られ な い 程度10)を 用 い た .
そ の 結果 , Table5 に 示 した よ う に , S 抗原高産生
性 V E R O細胞 を み る と , ActD は C P V感染 1時
間以後に , Pu r o は 3時間以 後 に 添 加 した場合 , S
抗原合成の 阻害 は も はや み られ なか っ た . こ の 結 果 .
中
V E RO 細胞で は , C P V感染後 1時間以内に 合成さ れ
る m-R N Aに よ っ て コ ー ドさ れ , 3 時 間迄 に 合成
さ れ る 蛋白が , S 抗原 で あ る と 考え られ た . 一 方 ,
T 日E L細胞で は , S 抗原の 合成阻害が , 南桑割 に よ っ
て と も に CP V感染 4時 間迄 み ら れ , V E R O細 胞 に
比 べ , 著 明な差 を示 し た . し か し , tS 変 異 株持続感
染 TH E L細胞 (T H E L-H VJと TH E L(H VJpits- E))
お よ び , 野 生 株 樹 立 化 持 続 感 染 T H E L細 胞
(THE L(H VJo))で . す で に 持続感 染 HVJの ほ と ん ど
が ts 変異株 で あ る継代5 8代 の 細 胞 で は , T H E L細
胞 に お け る パ タ ー ン と 明 らか な 差 を 示 し た . す な わ
ち , ActD に よ る 阻害は , 規 細胞 よ り い ず れ も3 時間
短縮 さ れ , さ ら に , Pu r oに よ る 阻害 も 1 時 間短縮
さ れ , V ER O細胞の パ タ ー ン に よ り近 づ い て きた .
こ れ ら の 結果 は , tS 変異 株持続感染細胞 で は , 前
述の 細胞内 C P V外膜の 脱殻促進 に 引き 続 き . S 抗
原合成に 不可欠な初期 m-R NA 合成 さ ら に 初 期 蛋
白合成 も促進さ れ て い る こ と を示 して い る .
Ⅵ . H V J重複感 染に よ る C P V-S 抗原 産生 の 増
強 .
こ れ ま で . H V J持続感染細胞 に C P V を重感染 す
る こ と に より , S 抗原産生が 増 強さ れ る こ と を み て
き たが , 同 じ現象 は , C P V感染 細 胞 に 後か ら H VJ
を重複感染 して も認 め ら れ た . こ の 増強の 機作 は , 一
部報告 し た25)よう に , 持続感染 H VJに よ る 増強機作
と同 一 で あ る と考 え ら れ たが , 野 生株 (H VJo) およ
Table 5. S- a ntige n fo r m atio nin re spectiv e c ells by C P V in the pr e s e n c e of
ac tin o mycin D o rpu r o mycin ad ded at v a rio u sinte rv als befo re a nd afte r
ViruS infectio n, 5pfu/C e11
★
actinomycin D, 5 ug/ml .
* *
pu ro nycin } 一O ug/ml ･ + , S-antige n positiv e; - , S - a ntige n n egatうv e･
O bs er v atio nof S- a ntigen was don e at8 hr s afte r C PV infectio n･
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Fig.6. Effe ct of s upe rinfe ctio n with H VJ on CP VS
･ a ntige nfo r m ation
in T H E Lcells .
T H E Lcells infe cted withCP V(5pfu/C ell)fo r2 hrs at 35℃ w e re
s upe rinfe cted wit h H VJo (畷) o r H VJ pits
･E (息) (1ciu/c ell)fo r2 hr s
at(a)350 r(b)37℃ and m aintain ed at 350 r37 ℃, reSpe Ctiv ely ･
(⑳), Witho ut s upe rinfe ctio n(c ontrol)･
び ts 変異 株 (H VJpits鮒E) を用い て . 改 め て 検 討 し
直し た . す なわ ち , T H E L細胞 に C P V を3 5
0Cで 2
時間吸 着感染後 , H VJo ま た は H VJpitsrE を35
0
c
ま た は ts 変 温 株遺 伝 子 機能 の n on pe rmissiv e
な37
0
Cで , 2時 間重 複感染 し . 以 後 そ れ ぞ れ の 温 度
で 培養 し て . 経時的 に S 抗原 産生 を み た .
そ の 結 果 を Fig- 6 に 示した . 35
0
cで は . H VJo ま
たは H VJpits-E の い ず れの HVJ 重複感染 に よ っ
て も , S 抗原産 生 は 著明 に 増強さ れ た (Fig. 6 (a) ).
一 方 , 37
0
Cで の 重複感染に よ る 増強 効 果 は , H VJo
に の み み ら れ ､ HVJpits-E 感 染で は 無効 で あ っ た
(Fig. 6(b)).
こ の 結果お よ び 既 述の 持続感染細胞 で の 結果 の 総合
は , 後述 の 考察の 項で 改め て ふ れ た い . た ゞ . H VJ
野生株 は ts 変異 株と 同 様に . 本来 S 抗原産生増強
能を持 っ が , 持続感 髄 状態 で の 増 強 に は . 前述の ごと
く . 野生株 と して より も ts 変異 株 と して の 存在が 重
要で あ る2り こ と は明 らか で あ っ た .
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考 察
著者は , C P Vの S 抗原 産 生 が , T H E L細胞の
H VJ持続感染細胞 ( T H E L-HVJ ) 上で , 有意 に 増 強
さ れ る 現 象川) に つ い て , H VJ 野生株 お よ び ts 変 異
株 の 特性を利 用 し て , そ の 嘩強機作解 明を こ こ に 試み
た . こ の 際, 著者が 最 初 に 懸念 し た S 抗原産 生 能 の
高い 特殊な細胞 の 選 択的 H VJ持続感染化と い う可能
性 は , 野生株 お よ び ts 変異株 に よ る . 所持続感 染細
胞樹立化過程 を通 して の 再検 討で . は じ め て 完 全 に 否
定さ れ , 本質 的に 持続感染 H VJ特に ts 変異 株の 遺
伝子機能に 基 づ い て い る こ と が 明 ら か に さ れ た . 一
方 . CP V-S 抗原 産 生 増 強効 果 は , 後 か ら感 染 さ せ た
H VJ (す な わ ち , C P V-HVJ)の 電 櫨感染 に よ っ て も
ts 変異株遺伝子 発現 の Pe r missiv e な3 5
Oc なら
ば . HVJ 野生株ま た は ts 変異 株 を問 わず . ど ち ら
の ウ ィ ル ス で も 同様 に 認 め られ た . しか し な が ら , 樹
立直後の 野生株持続感染細胞 へ 重感染し た C P Vの
S 抗原産生 は . 培養温 度如 何 に 拘 わ ら ず , 全 く 増 強
さ れな か っ た . た ヾ . か ゝ る持続 感染 細胞内に ts 変
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晃株が検出さ れ る 頓に な っ て は じ め て 増 強に 転ず る こ
と が判明 し . 上述の 重複感染 と の 間に 多少 の 矛盾が生
じ た . しか し . 最近 . HVJ 野生株樹 立化持続感染
HeLa 細胞で も , あ る期間の 継代後はL:め て . ts 変
異株が 出現 し , 安定 な H VJ 持続感染 細 胞の 維持 に .
ts 変異株化 と そ の 存在が 重要 な役割を 果 す こ と が 示
唆さ れ た21) . こ の 事実 を考え 合 わせ る と , 野生株 は 本
来 S 抗原産生増強能 を持 つ が , そ の 機能発揮 は持続
感染化 した 場合 , や ゝ趣 き を真 に し て い る と い え よ
う . すな わ ち , 不安定な H V J持続 感染細胞 の 時代
( 樹立化直後) は , 野生株が 多く ts 変異 株 は少い た
め , 野生株産生 イ ン タ ー フ ェ ロ ン (野生株 は ts 変 異
株より その 産生が 多 い‡-)) に よ る S 抗原 産生抑制
(恐 らく 脱穀以後の S 抗原 産 生 過 程 へ の 抑制) の 方
が 強く現 わ れ る た め と推定さ れ た . ち な み に , 野生株
を 予め35 ま た は370C , 2時間 感 染さ せ た T H E L細胞
へ . C P V を重感染 させ て も C P VrS 抗原産生増強
は全く み られ な い と い う 結果 も同 様 に 観察 し て い る
25)
. こ れ に 比 べ , C P V感染細胞 へ の HVJ 重複感染
の 場合 に は , 先 に 感染 して C P V-S 抗 原 合成が 開始
さ れて い る細胞内で は , 後か ら感染 し た野生株産生 イ
ン タ ー フ ェ ロ ン は t も は や無効 で あ る と 考 え ら れ る
(イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 作用 機作 を考 え て も こ の 可能性
は甚だ 高 い と い え る).
さて , か ゝ る S 抗原産生増強の 機作 は . 親 細 胞 お
よ ぴ H VJ 持続感染細胞両者に お け る , C P V初期増
殖 パ タ ー ン の 差 , さ らに 両細胞粗抽出液と C P V との
上れ ぴ∫抒0 で の 反 応 の 差異か ら . H VJ 持続感染細胞
に お け る C P Vの 外膜脱穀活性の 促 進に 基 因 す る こ と
が 明ら かモこ され た . po x vi血 S の 脱殻効率 は , 細
胞の 種棟 , 生理 的状態 に よ っ て 大 きく 左右さ れ る
28)と
い わ れ て い る . S 抗原低産生性 T H E L細胞 は , 高 産
生性 VE R O細胞 に 比 べ る と , C P V脱殻 は き わ め て
非能率的で あ る が . H VJ 持続感染化 に よ り , 脱 殻 の
効率 は明ら か に 促進 さ れ た . そ の 結 果, そ の 後の S
抗原合成に 不可欠な CP V遺 伝子 の 初親機能 ( 初期
m
- R N A, 初期蛋白の 合成) も効率よ く促進さ れ る こ
とが 判明 した .
著者 は , 細胞粗抽出液 (C P V外股の 脱穀酵素含有)
な い し N P-40 をC P V と反 応 さ せ . in vitr o で
の CP V脱穀活性を測定 した が . こ の 反応 の 初 期 (1 0
～ 30分) に おい て , C P Vの 感 染価 は必 ず い っ た ん 上
昇す る こ と を認 め た . 一 方 . Sa r o vら
2丁】
は . v a c ci-
nia vir u sが L 細胞内で 脱 穀 さ れ る過程で , 沈降速
度が わ ずか に遅 い だ け で , 成熟粒子 と きわ め て 類似 し
た 中間体 (inte r m ediate) が出現 す る こ と を 報告 し
て い る . こ の 中間体の 持 つ 感 染 力は 不 明 で あ る が . 細
胞粗抽出液な い し N P-40 との 反 応 に よ っ て も たら さ
れ た C P Vの 感染価 上昇 も , か ゝ る 中 間体 の 出現 を意
味す るの か もし れ な い .
と こ ろで , ウ ィ ル ス の 脱殻 と ラ イ ソ ゾ ー ム 酵素の 関
係 を示唆す る報告 は い く つ か あ る
=)2a)が . po x vir u s
の 脱殻 に 関す る詳細 な機作 は , 現 在 なお 不 明 で あ る .
著者は , 上述 の 細 胞粗抽出液 と C P V との 反 応 に み ら
れ た感染価上昇と い う 現 象 に 着目 し , 宿主 細胞の 保有
す る C P V外膜の 脱殻活性の 本態を 解析 し . ラ イ ソ
ゾ ー ム 酵素が 重要な役割を演 じて い る こ と を っ き と め
梅た . しか も , こ の 中間的部分的脱穀の 結 果 と思 わ れ
る感染価の 上 昇 は , 蛋 白分解 酵素の 基質で あ る カ ゼ イ
ン ま た は ヘ モ グ ロ ビ ン に よ っ て , 桔抗的に 阻害さ れ る
2g)こ と か ら , C P Vの 外股脱殻活 性 の 本態 は , 蛋白分解
酵素 で あ る こ と が考 え ら れ た . しか し , Sar o vら の
報告
27) に よ れ ば , PO X Vir u sの 外膜脱殻 の メ カ ニ
ズ ム は 不 明だ と しな が ら も , 蛋 白分解 酵素の 関与はな
い と さ れ て い る . そ れ 故 . ラ イ ソ ゾ ー ム 由来の 蛋白分
解酵素が . C P V粒子 の 凝集 (ag gregatio n) 解離
(dispe r sion)に 働き , 粒子数の 増 加 を き た して C P V血
S抗原産生の 増強 とな っ た 可 能性 も否定で き な い . し
か し . C P V は使用 直前 に 必 ず 音波処理 し , 凝集 解離
を予め行 っ て い る こ と , お よ び 既 報の ト リ プ シ ン 効果
9)な どを 考え る と , こ の 可 能性 は少 い と 思 わ れ る . し
か しな が ら . 確実 な C P V 脱 殻に 関 与す る本態解 明 に
は , ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ ラ ベ ル ウ ィ ル スの 使 用 な ど .
よ り定 量的分析 が今後 必要 と 思 わ れ た .
以上 . H VJ 持続感染細胞 上 で の , C P V-S 抗原 産
生増強 の 機作 を , C P V感染初期段階に 焦点 を 合 わ せ
て 解析 して き た . 近年 , PO X Vir u s誘 導 の S 抗原
が . 感染細胞よ り 分離さ れ30), そ の 性状 も 次第 に 明 ら
か に さ れ つ つ あ る . とり わ け . か ゝ る 分 離 S 抗 原
が , 細胞性免 疫 の 成立 と密接 に 関 係 し て い る こ と が 示
され た り . こ れ ら を背景 に し て , 如 何 な るが ん 細 胞 に
も効率 よく C PV-S 抗原産 生 を行 い う る 方法 を , 既
報 の ト リ プ シ ン 効 封
) と共 に , H VJ 持 続感染化 を通
し て こ ゝ に 明ら か に し 得た の で , か ゝ る C PV 誘導
S 抗原 に よ る が ん 細胞 (T H E L) 膜抗 原 の 変 換 と い
う , 著者 ら の 最 終目的に も明 る い 見通 し が切 り 開 か れ
た .
総 括･
著者 は , ハ ム ス タ ー 肺由来移植性培養細胞 : T H EL
に 比 べ . そ の H VJ 持続感染化細胞 ( T H E LrHVJ )
上で , C P V-S 抗原合成が , 著 明 に 増強さ れ る 機作 を
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鮮明す る た め , H V J野生 味お よ び ts ( 温度 感受性)
変異株持続感染の 影響 を 検討 し , 以 下 の 成績 を 得 た ･
1. ts 変異 株 (H VJpits お よ び H VJpits -E) に よ
る持続感染化 は , 極 めて 速 や か に 成立 し , そ れ に 重感
染し た CP V の S 抗原 産生 も ･ 著明 に 増 強 さ れ た ･
しか し , 野生株 (H VJo) に よ る持続感 染化 は . ts 変男
株に 比 べ , よ り長時間を要し ･ 持続感染細胞内 に ts
変異株の 検出さ れ る 頃 (H VJ 感染後継代20代頃)か ら
量感染 C P Vの S 抗 原産生 は 増 強に 転じ た .
2. こ れ ら ts 変異 株持続感染細胞を . ts 変異 株遺
伝子発現の non pe r mis siv e な3 7
0cで , 72時 間 培
養後 , C P V を 量感染す る と . 持続感 染 細 胞の C P V-S
抗原産生増強能 は , 全く 消失 し た ･ こ れ より , 持続感
染細胞 に お け る CP Vの S 抗原 産 生 増強能 は, tS 変
異株遺伝子機能 に よ る こ と が 示唆さ れ た ､
3 . 規(T H E L) 細胞 お よ びそ の H V J持続感染細胞
へ の C P V吸着率 に は有意の 差 は な か っ た が , 粗細胞
に お け る C PV 増穂初潮 に み られ た 吸 着感染性 C P V
の 細胞内蓄積は . 持続 感染細 胞 に 殆 ど認 め ら れ なか っ
た .
4. 至適濃度の N P-40 を作用 さ せ る と . C P Vは そ
の degradatio n の 初期過程で . い っ た ん 感染価の 上
昇をみ た . 同 じ現 象 は , 細胞 粗抽 出液 と C P V との
iれ ぴ か 0 の 反 応 で も認 め ら れ , 特 に , 持続感染細胞
粗抽出液 と の 反 応 に 著 しく か つ 速 や か に 出現 し た . こ
れよ り , NPu40作用 に よる C P V外膜 の 部分的除去
(脱穀) と同様 の 機作が , 細 胞 の HVJ 持続感染化 に
より増強さ れ た と考 え ら れた .
5. こ の C PV 感 染価 の 上 昇 (外股 の 部分的脱穀)
は , 細胞の ラ イ ソ ゾ ー ム 分画 と 反 応 さ せ た時 ､ 特に 著
明で あ っ た .
か く して , H VJ, 特 に ts 変異 株持続感染成立 に 伴
う ライ ソ ゾ ー ム 酵素活性の 増 強 と , 脱 殻 の 促 進, さ ら
に , C P Vの S 抗原 産 生 増強の 動 き に は , ほ ゞ 比 例
関係 が認 め られ た .
稿 を終 る に臨 み . 御指導 , 御校閲 を賜 わ っ た 波多野基
一 教授 に謝意 を表す る と と もに , 御助言 . 御協力い ただ
きま し た ウ ィ ル ス 郎 の 培 さん に 心 か ら 感謝 い た しま す .
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A bs t r ac t
In o u r previo u s r eports w e de scri bed a n e nha n ced fo r m atio n of c o wpo x vir･
u s- SPeCi 丘c cells u rfac e a ntigen (C PV S-ag) in = VJ(=e m ag glutin ating V ir u s of Japa n)
- Carrier T H E Lce11s su pe rinfected with C P V･ In o rde r to a n alyze this e nhancement
a n es t ablish m ent of c a r rier state wit h H VJ wild ty pe (H VJo) and te mpe ra tu re -
Sen Sitive(ts) m uta nts was n ewly do n ein T H E Lc ells ･ T hese n e wly e stablished ts- C arrier
Cultu res r epr odu cib ly ga v ethe e nha n ced fo r m atio n of C P V S-ag W he n c ultu red at3 2-
35
0
c, but n ot at370c･ No e nhanc em e nt w a s obs e r v ed e v e nat 350c in n e wH VJo - C a r rier
Cultu re s u ntilm or e than halfHVJo in the m tu r n ed into ts m uta nt s after subsequent
PaSSageS･ T his e viden ce se e m ed to s ug ge st that e nha n c e m e nt might be du eto the ge n e
fu n ctio n of ts m utant r athe r tha n H VJo .
Con ce r nin g the e nhan c e m e nt of C P V S･ ag fo rm atio n, a n intr a cellula r C P Vgr o wth
at the initial stag e of infe ctio n w a s c o mpa r ed betw ee n T H E La nd H VJ- C arrie r cells .
It w a s r e v e aled thereby t hat the e clipse pha s e of C P Vin H VJ･C ar rie r cells c am e
abo ut in sho rte r periods tha n that in T H E Lcells, S ug ge Stin g their h ighe r ac tivities
to c a use C P Vu n coa ting ･ In the c o u r s e of a rti ncial d is r uptio n of C P Vparticle by
Optim al co nc e ntratio n of deterge nt: N P-40 in vitr o. infe ctivity of tr e ated C P Vw a s
m ade toin cre as e Ar st and to de cr eas e later･ These cha nge s of infe ctivity ap･
pear ed to depe nd o n the g r ade of degradation of C P Vo ute r m e mbr ane(u n c o ating).
In the simila r reactio n of CP V withc rude c elle xtr a cts o r lys o s o m al fra ctio n fro m
H VJ･Ca r rier c e11s the C P V infe ctivity changed rn o r er api d ly a nd m a rkedly tha n that
Withp arental on es･ The re sults indicated that the c ellula r o rly so s o m al e n zy m e a ctivi-
ties c a u sing dis ruptio n of C P Vo uter m e mbrane(u n c o ating) w e r esigninc a ntly a c c ele r･
ated o nly in ts ･Ca r rier cells at their p er missive te mper atu r e(35
0
c). Follo win g the s e
a c cele r ations, Synthesis of ea rly m - R N As a nd proteins coded by C P Vge n o m e, W hich
S e e m ed to be es sential to C P VS- ag fo r m atio n, W aS Sho w nto be pr o m oted r e m a rkably
in the s a me c ells.
